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P　ut 77 232 990 23
S　pd 鱒3 430 5600 8．0
Spm 27 82 4噛00 2．0
a）Tぬeva紬es　were　represe“ted　as慧㎞e　m磯麗◎響d叩llca鑑⑧de癒erml照髄os．
　b》T翫evalues　were　c繍lc墾lated　from　the総訓m凶◎n　that督ree　p◎ly載ml轟es
were　equaSly　diskributed　iR　celiular　waeef．
［C・n量en量】零【c・鶴ce齢tl◎司x【c¢雛幽辮蹴r　v・lumel　x正cdl魏mbed
c》The　val饗es　were　represe轟ted四獣論㊧m銘鴎。費r藝p匿icate　deter耐瞼恥聡．
一159一
考察
　3H20が細胞内水と容易に置換することを利用するオイル法は，従来から
細胞内の空間領域を推察する方法として用いられていたzl）が，その方法を
Hrc細胞における水容積の測定に応用し，簡便に測定する条件を確立した。
簡便さに主眼をおいたため，付着水も含めた形で水容積を求める条件となっ
たが，細胞内成分が分布しうる最大容：積の算出には十分に意味のある方法
と考える。
　細胞内外の浸透圧の変化によって，細胞容積は容易に変化するが，その
際細胞の膨張や収縮が持続すると細胞死がもたらされるために，細胞は
その容積を調節する独自の機構を持っている9）。細胞外が低浸透圧あるい
は細胞内が高浸透圧になると，細胞は一般に一過性の膨張の後，KC1と水
を細胞外に流出させてRegUlatoty　Voluune　Decrease（RVD）と呼ばれる容
積調節を行う。一方，細胞外が高浸透圧あるいは細胞内が低浸透圧になる
と，細胞は一過性の収縮の後，NaC1と水を細胞内に流入させて
Regulatory　Volume　lncrease（RVI）と呼ばれる容積調節を行う。図7に示
される結果は，0．5％NaC1溶液に懸濁した場合にはRVDが，1．5％NaC1に
懸濁した場合にはRVIが起こることを示唆しており，フローサイトメーター
など光学的に粒子体積を測定する装置によって検出されていたRVDやRVI
が，本法によっても簡便に確認できることを示している。本法は，RVDや
RVIの原因となる水容積変化を直接検出する方法でもあり，測定値の偏差
も比較的小さく，細胞容積調節機構の研究にも簡便で有用な手段として用
いることができるだろう。
　当研究室では，細胞内ポリアミンの蓄積の影響を調べるうちに，Spdの
蓄積により細胞の収縮が起こることを顕微鏡観察により推察してきた。し
かし，その際の細胞の大きさを顕微鏡写真上の細胞径から数値化すると，
個々の細胞径が大きく異なるため，Spdの蓄積に伴う細胞容積の変化を明
瞭に示すには至らなかった。今回，水容積の変化を測定することにより，
細胞内Spdの蓄積により水容積が減少することがはじめて明確に示された。
また，その際，細胞内ポリアミンの枯渇に伴い水容積が徐々に減少するこ
ともはじめて明らかになった。
　ポリアミンの枯渇に伴う水容積の減少は，Spdの枯渇に基づく，以下に
示すような2次的な影響であろうと考えられる。ポリアミン合成を阻害し
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て増殖が停止する場合，細胞内のタンパク合成能が低下し，細胞は細胞周
期のG1後期で増殖を停止する。さらにその細胞核のin　v：itroにおける
DNA複製能は，ポリアミンを試験管内で添加しても回復しないため，ポリ
アミンの枯渇に基づいて，S期に入るために必要な細胞周期関連のタンパ
ク合成が起きないことが，増殖停止の主因であろうと考えられている10）。
図10に示されるように，水容積の変化が，Spdがほとんど枯渇する1日目
には起こらず，増殖がほとんど起こらないAQAP処理2日目以降に起きる
ことからも，Spd低下と直接関連した現象ではないだろう。本実験系では，
すでに当研究室の縣が，AOAP処理4日間でタンパク合成能が対照の20％
以下になることを確認しており11），タンパク合成能の低下に基づく，コロ
イド浸透圧の低下や細胞容積調節の機能低下が同時に起こる結果であろう
と推察する。
　一方，Spdの蓄積の際起こる水容積の減少は，その蓄積とほぼ平行して
起こることから，Spdの直接作用であることが示唆される。先にも触れた
ように，細胞は容積変化に数分で反応する調節機構をもつので，継続的な
容積の収縮は，その調節機構に何らかの異常が起きたためであると考えら
れる。本研究で用いたHTC細胞は，低張溶液中で明確なRVDを示すこと明
らかになっているが，その際細胞膜に存在するCrチャネルの開口が，
KCIと水の流出を起こし，細胞を縮小させる機構が提案されている6）。最
近，ポリアミンがK＋チャネルなどの細胞膜上のイオンチャネルの調節に関
与することも示唆されており，細胞内に蓄積したSpdが，　Cl一チャネルある
いはチャネル開口までの過程に作用するかどうかを明らかにすることは，
今後の興味深い課題であろう。
　本研究で考案した限外ろ過法を用いることで，生理的な状態の細胞の細
胞質ゾルの効率よい限外ろ過が可能であることが示された。細胞の破砕条
件，ろ過振へのポリアミンの吸着，＝測定精度などの検討は今後の課題であ
るが，懸濁培養が可能な細胞における，遊離ポリアミン量測定用の簡便な
試料の調製法として有用になるものと思われる。
　Watanabeら8）は，細胞内で，　SpdおよびSpmが結合平衡を形成しうる
主要な生体成分は，DNA，　RNA，リン脂質およびATPであると考え，各ポ
リアミンとそれらの成分との親和性を実験的に求めた後，ウシリンパ球中
に存在するこれらの成分にどの程度ポリアミンが分布しうるかをシミュレー
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ションによって算出した。その結果，遊離型ポリアミン量の全ポリアミン
量に対する割合は，Spdが15．0％，　Spmが5．1％と算出されている．本研究
で測定されたろ液中のポリアミン濃度と，水容積をポリアミン分布容積と
仮定して算出した遊離型の割合はそれぞれ8％，2％であり，細胞内では大
部分のポリアミンが結合型として存在するとする計算：結果を支持するもの
となった。本研究では，遊離型ポリアミン量の算出に水容積を用いたが，
今後，より精度の高い推測を可能にするためには，ろ液中のアミノ酸等，
ポリアミンと近似した分子量を持ち，細胞中の成分と強い相互作用を示さ
ない成分の分布も明らかにし，ポリアミン分布容積の指標の一つにする必
要があるものと考えている。
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実験方法
　新生仔牛血清（NBS）はCell　CUltU．re　Laboratories社，培養実験に用いた
他の生化学試薬はすべてSigrna社あるいはGibco　LabOratori　es社のものを
用いた。ポリアミン欠乏細胞の調製に用いた1一アミノオキシー3一アミノプ
ロパン（AOAP）は当研究室で合成したものを用いた。放射性同位体物質は
3H20（95mCi／mL）と1℃一デキストラン（1．5mCi／9）を室町化学より購入し用
いた。その他化学試薬は関東化学株式会社あるいは和光純薬工：業株式会社
の試薬特級を用いた。オイル法に用いたオイルは，Dibutyl　phthalate，cOr
n　oil共にSIGMA社：から購入したものを用いた。ろ過ユニットは基礎検討に
用いた6種類全てMIUJPOA社のものを用いた。放射能を測定する際に用い
たシンチレーションカクテルは和光純薬工業社のScintiso1　EX－Hを用いた。
2－LswwtE
　ラット肝癌由来HTC細胞（Mor：ds　7288c）は大日本製薬から入手し，一8　O
℃で保存していた細胞を懸濁培養に供して用いた。培地は，Swim’s　S－77
に50　mM　Tricine，2g／L　Glucose，2　mM　Glutamine，0。05　rnM　L－Cyst加e，
0．5g／L　NaHCO3を加えて調製し，培養時に体積比で10％NBS，及びペニ
シリンGを100unit／rnLになるように加えて用いた。懸i濁培養iでは1～10x　l
O　5ce　ll　s／mしになるように48hr毎1xに植え継いだ対数増殖期の細胞を実験に
用いた。細胞数は，細胞懸濁液を0。4％トリパンブルー溶液で2又は4倍に希
釈したのち，Burker－Turk型血球測定盤上で計数した。その際血球測定
盤の枠に全体が入っていない細胞は二つで一つの細胞として計数した。測
定は5視野について行い，最高・最低数を除外して3回の平均を細胞数とし
た。尚，トリパンブルーを取り込んだ細胞は死細胞として計数した。
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3．ポリアミン　’ び’。 の・・as｛
　対数増殖期にある細胞を，血清アミンオキシダーゼ阻害剤であるAG
（アミノグアニジン）を111）Mになるように加えた培地で48時間前処理した。
48時間後から上記条件にAOAP300geM（最終濃度）を加えた培地で96時間処
理し細胞内ポリアミンを枯渇させた。ポリアミン過剰蓄積細胞は，上記の
ように処理したポリアミン欠乏細胞をAG，AOAP共存下Spd100ptMを含む
培地中で培養し調製した。
4オル’による　の
　遠心して濃縮し，約5x106㏄11／rnLとした細胞懸濁液200μLをオイル
（Dibutyl　phthalate：Corn　Oil＝10：3，200ptL）上に重層して60秒後に，
遠心（10000rpm，1min）し，細胞をペレットとして分離した。
Slik｛gilEueE2E
　細胞懸濁液にトリチウム水（1rnCi／mL）を1／100容量添加し，60秒後
にオイル法で分離した。水層のみを除去し，PBS（100PtL）で油層上部の壁
面を洗浄，細胞に触れないように注意しながらできるだけ油層を除去した。
分離した細胞に溶解剤（ソルバブル）20　O　paLを加え一晩放置した後，その
放射能を測定した。このペレットの持つ放射能と，オイル法で分離した上
清の単位容量当たりの放射能及びペレット中の細胞数（死細胞も含む）か
ら細胞水容積の算出を行った。
6 1からの1、　de　の
　ビデオプリンターにより記録した血球測定盤上の細胞（倍率400倍）の顕微
鏡写真から，細胞の長径とそれに直行する直径をノギスを用いて測り，平
均を算出し，細胞を球として細胞容積を算出した。細胞直径の測定は30個
の細胞について行った。
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7　14C一♂　ストラン　。、　　からの， の
　あらかじめ重：量を測定した試験管に6～8x10bce11／血しの細胞懸濁液を
約6．5mLを採取し，80　x　g　，1　minで遠心してペレットとした。上清を2mL
残して除去し、培地に14C一デキストラン水溶液（O．01PSCi／rnL）300ptLを加
え細胞を懸濁した後，遠心して上清を除いた。そのペレット重量から，ペ
レット容積を比重1．0として算出した。次にペレットに含まれる放射能を測
定し，細胞外液量を算出した。ここからペレット中に含まれたデキストラ
ン溶液量を算出した。ペレット容積からペレット中の細胞外液量を引き，
細胞のみの容積を算出した。この容積を再懸濁液について計数した細胞数
で割ることで細胞一個当たりの細胞容積を算出した。
8． ゾルの　　ろ’
　限外ろ過膜上でオイル法により細胞を分離後，ろ過ユニットを液体窒素
による凍結（20rr血Dと室温の水による融解（10mhDを三回繰り返して細
胞を破砕した。破砕後限外ろ過ユニットの受け側チューブを新しい1．5mし
のチューブに取り替えて遠心（5000　x　g，2min）し，ろ液を得た。得られたろ
液量はチューブの重さを，遠心後チューブの重さから差し引くことで算出
した。
9．SDS一一ポリア　リルアミドゲル　　”　13）
　調製した細胞試量溶液に同量の電気泳動用試料緩衝＝液（28mM　NaH2PO4，
72n”iM　Na2HPO4，1％SDS，1。1％rnercaptoethatio1，36％urea）を加え、
沸騰水浴中で10minインキュベーションしたものを電気泳動試料とした。
泳動に用いたゲルは市販のグラジエントゲル「マルチゲル15／25」（第一化
学薬品社）を用いた。蛋白の検出は以下クマシーブリリアントブルー染色に
より行った。泳動後，ゲルを染色液A（EtolH　50mL，　H20　120mL，
35％HCHO　30mL，　Coomassie　br趾iant　blue　R－250　O．2g）で1時間処理
し、次ぎに染色液B（EtOH　50mL，　H20150mL，35％HCHO　2mL，
一！65一一
Coomassie　brilliant　blue　R－250　O．25g）で一晩放置した。続いて脱色液C
（EtQH　125rhL，　H2ρ375mL，35％HCHO　5mL）で約3時間処理したのち，
染色像を記録した。
10．ポリアミン　の’　1の
　全ポリアミン量の測定では，PBSで1回洗浄した細胞ペレットに，10％
トリクロロ酢酸溶液を加え除タンパクし，遠心した上清を定量用試料とし
た。ろ液におけるポリアミン量の測定では，ろ過により得られたろ液量に
10％トリクロロ酢酸を加えて除タンパクし，遠心した上清を試料とした。
ポリアミン量：の測定はOPA（aフタルジアルデヒド）一ポストカラムHPLC法
により行った。
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